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(57) Abstract 

The invention relates to a method and a device for quantitative and 
qualitative on-line differentiation of biotic and abiotic particles. Said 
methods and devices are used to ensure quality and to monitor produc- 
tion as well as in analysis procedures for particular contamination's of 
gaseous media. Said methods and devices are chiefly used in pharma- 
cology, food technology, medicine, biotechnology and health care and 
in controlling maximum admissible concentration values. According to 
the inventive method, the gas sample to be measured is briefly heated 
at very high temperatures in a heating chamber (3). Dimensional distri- 
bution of particle contamination is determined before and after heating 
by means of diffuse light sensors (1, 2). Dimensional changes of biotic 
particles caused by heating make it possible to determine their propor- 
tion in total particle load of the gas sample and their composition. 

(57) Zusammenfassung 
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Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren und eine Vorrichtung 
zur quantitativen und qualitativen on-line-Differenzierung von Partikeln. 
Derartige Verfahren und Vorrichtungen werden zur Qualitatssicherung 
und Produktionsiiberwachung sowie als Analyseverfahren ftir partikulare 
Kontaminationen in gasfbrmigen Medien eingesetzt. Sie werden ins- 
besondere im Bereich der Pharmazie, Lebensmitteltechnik, Medizintechnik, Biotechnologie, im Gesundheitswesen sowie zur Oberwachung 
von MAK-Werten verwendet. Das Verfahren besteht in einer kurzzeitigen Erhitzung der zu vermessenden Gasprobe auf sehr hohe Temper- 
aturen in einer Erhitzungskammer (3) und der Bestimmung der GrdBenverteilung der Partikelkontaminationen vor und nach dieser Erhitzung 
mittels Streulichtdetektoren (1, 2). Die durch die Erhitzung verursachte GroBenveranderung der Partikel biotischen Ursprungs erlauben die 
Bestimmung ihres Anteils an der Gesamtpartikelbelastung der Gasprobe und ihrer Zusammensetzung. 
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Verfahren und Vorrichtunq zur quantitative!! und 
qualitativen on-line-Dif f erenzierung von biotischen 
und abiotischen Partikeln 

5 

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren und eine 
Vorrichtung zur quantitativen und qualitativen on- 
line-Dif ferenzierung von biotischen und abiotischen 
Partikeln. 

10 

Derartige Verfahren und Vorrichtungen werden zur Qua- 
litatssicherung und Produktionsiiberwachung sowie als 
Analyseverf ahren fur partikulare Kontaminationen in 
gasformigen Medien eingesetzt. Sie werden insbesonde- 
15 re im Bereich der Pharmazie, Lebensmitteltechnik, 

Medizintechnik, Biotechnologie, im Gesundheitswesen 
sowie zur Uberwachung von MAK-Werten verwendet. 

In diesen Bereichen spielt die biotische partikulare 
20 Kontamination, insbesondere lebende partikulare Kon- 

taminationen wie zum Beispiel Luftkeime, in gasfor- 
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migen Medien wie zum Beispiel Umgebungsluf t oder ei- 
ner Inertgasatmosphare eine besondere Rolle fur die 
Qualitat des Produktes bzw. fiir die Sicherheit des 
Produktionspersonals oder des Endverbrauchers und 
daher ist die Uberwachung der Reinheit dieser gasfor- 
migen Medien eine absolute Notwendigkeit und wird in . 
den ineisten Fallen zwingend vom Gesetzgeber vorge- 
schrieben. 

Fig. 1 zeigt die prinzipielle Einteilung der partiku- 
laren Kontaminationen in gasformigen Medien in Parti- 
kel biotischen Ursprungs sowie abiotischen Ursprungs. 
Die Partikel biotischen Ursprungs konnen weiter un- 
terteilt werden in lebende bzw. bereits tote Parti- 
kel. Als tote Partikel treten insbesondere tote Mi- 
kroorganismen oder Bruchstiicke davon, Hautteile, Pro- 
duktionsriickstande sowie Haare, SchweiB oder Hautfett 
auf. Die noch lebenden Partikel biotischen Ursprungs 
bestehen groBtenteils aus Mikroorganismen wie Pilzen 
oder Bakterien (Luftkeimen) oder auch aus Keimen oder 
Sporen von Pflanzen. 

Innerhalb von sterilen Produktionen xnussen dabei die 
von der Federal Drug Administration , von der Good 
Manufacturing Practices-Richtlinie oder dem Blatt 3 
der VDI-Richtlinie 2083 vorgeschriebenen besonders 
strengen Grenzwerte fiir Partikel biotischen Ursprungs 
eingehalten werden. Diese Grenzwerte sind in Fig. 2 
dargetellt. Durch diese Richtlinien werden weiterhin 
die Verfahren zur Bestimmung von Luftkeimzahlen vor- 
geschrieben. 

Die nachf olgenden Verfahren beschreiben den Stand der 
Technik zur Bestimmung von lebenden partikularen Kon- 
taminationen im gasformigen Medien. 
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Sedimentation 



Bei diesem Verfahren werden Agarplatten in der zu 
5 vermessenden Atmosphare of fen ausgelegt. AnschlieBend 

werden die absedimentierten Mikroorganismen bestimmt. 
Eine Spezif izierung kann durch die Verwendung von 
Selektivnahrboden erreicht werden. 

10 Filtration 



Bei diesem Verfahren werden die in einem Gasvolumen 
enthaltenen Keime bzw. Keimverbande auf einem Filter 
abgeschieden, der von dem Gas durchstromt wird. Die 

15 Filter werden anschliefcend direkt auf einem geeigne- 

ten Nahrboden aufgebracht. Alternativ kann die Fil- 
termembran in einer sterilen physiologischen Nahrlo- 
sung aufgelost und diese anschliefcend gefiltert wer- 
den. Das Material der Membran ist zumeist Gelatine 

20 oder Celluloseester . Dieses quantitative MeBverfahren 

wird insbesondere bei sehr hohen Keimzahlen bzw. bei 
einer gleichzeitigen Uberpriifung der Keime auf unter- 
schiedlichen Selektivnahrboden eingesetzt. 

2 5 Tragheitsabscheidung 

Bei dieser Gruppe von Verfahren werden die Keime in 
verschiedenen Materialien, beispielsweise in Flussig- 
* keiten oder auf festen Nahrboden abgeschieden. Ein 

3 0 Beispiel fur ein derartiges Verfahren ist das Ab- 

scheiden der Keime mittels Glas-Impinger . Dieses Ver- 
fahren arbeitet nach dem Bubbler-Prinzip, in dem die 
zu vermessende Luft mit einer hohen Stromungsge- 
schwindigkeit durch eine Fliissigkeit geleitet wird. 
3 5 Die Luftkeime werden in der Flussigkeit zuruckgehal- 
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ten und die restliche Luft entweicht in Form von Bla- 
sen. Aufgrund der hohen Luf tgeschwindigkeiten muB der 
Flussigkeit Antischaummittel zugesetzt werden. Zur 
Vermeidung einer ungewollten Vermehrung der Luftkeime 
in der Flussigkeit ist eine ziigige Weiterverarbeitung 
unerlaBlich. 

Bei der Abscheidung auf festen Nahrboden unterschei- 
det man zwischen Zentrif ugalsammlern, Siebsammlern, 
Schlitzsammlern bzw. der Elektroprazipitation. Bei 
den Zentrifugalsammlern wird ein definiertes Luftvo- 
lumen durch geeignete StrSmungsf uhrung in Rotation 
versetzt. Die in dem Luftvolumen befindlichen Parti- 
kel werden auf einen Agarstreifen aufgeschleudert , 
welcher sich an der zylindrischen Wand der MeBein- 
richtung befindet. Anschliefiend wird der Agarstreifen 
bebriitet und wie iiblich ausgezahlt. Der Siebsammler 
arbeitet nach dem Prinzip des Mehrstuf enimpaktors. 
Das Probenvoluraen wird durch ein System von mehreren 
in Serie geschalteten Siebplatten angesaugt. Der 
Lochdurchmesser der einzelnen Siebplatten nimmt in 
Richtung der Stromungsf uhrung ab und parallel zu den 
abnehmenden Lochdurchmessern zu. Die luf tgetragenen 
Partikel werden aufgrund ihrer Tragheit und der immer 
schneller werdenden Stromung abhangig von ihrer GroBe 
auf unterschiedlichen Siebplatten abgeschieden . Es 
erfolgt so eine Auftrennung der Partikel nach ihrer 
GroBe. Beim Schlitzsammler wird das Probevolumen 
durch einen Schlitz angesaugt und mit einer hohen 
Geschwindigkeit auf eine rotierende Nahrbodenplatte 
aufgeschleudert . Bei der Elektroprazipitation wird 
das Probevolumen gerichtet durch ein Hochspannungs- 
feld geleitet. Die elektrostatischen Krafte sorgen 
hierbei fur eine Abscheidung von geladenen Partikeln 
auf eine rotierende gegenteilig und entgegengesetzt 
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geladene Oberflache. Diese Oberflache besteht in der 
Regel aus einem festen Nahrboden, der anschlie£end 
bebriitet und ausgezahlt wird. 

Bei samtlichen genannten Verfahren miissen die Luft- 
partikel aufgefangen werden, beispielsweise durch 
Auslegen von Petrischalen mit festen Nahrboden, und 
anschlieBend bebriitet werden. Diese Prozedur kann bis 
zu fiinf Tage dauern. Danach erfolgt eine genaue Be- 
schreibung der ausgebriiteten Kulturen und die detail- 
lierte Auswertung der Kontaminationsbelastung der 
Luft zum Zeitpunkt der Probennahme. Ein direktes Zu- 
ruckverf olgen der moglichen Ursachen fur die Kontami- 
nierung ist durch die zeitliche Verschiebung meist 
nicht mehr moglich. Die in der Zwischenzeit produ- 
zierten und kontaminierten Produkte miissen im 
schlimmsten Fall komplett entsorgt werden. Nachteilig 
an den obengenannten Verfahren ist also, dafl die Pro- 
bennahme aufwendig vorbereitet werden mui3, die Probe 
anschlie£end mehreren Verf ahrensschritten unterworfen 
wird, wodurch sich die Kontaminationsgef ahr wahrend 
des Auswerteverf ahrens stark erhoht und da£ die Aus- 
wertung erst nach einer bestimmten Bebriitungszeit der 
Kulturen, im Durchschnitt 3 bis 5 Tage, erf olgen 
kann. Daher sind zumeist auch keine qualitativen Mes- 
sungen moglich, zumal die Qualitat der Messungen vom 
Verhalten des Bedienungspersonals stark abhangt. Die- 
se Verfahren setzen daher hochqualif iziertes Personal 
voraus und sind nur gering automatisierbar . 

Die JP-A 04-304898 offenbart ein Verfahren zur Be- 
stimmung von Mikroorganismen in gasformigen Oder 
fliissigen Medien, bei dem der Brechungsindex der Par- 
tikel biotischen Ursprungs mit Hilfe einer Warmebe- 
handlung geandert wird. Aufgrund einer Messung des 
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Brechnungs indexes vor sowie nach dieser Warmebehand- 
lung wird dann die Anzahl der Partikel biotischen 
Ursprungs bestimmt. Zur Warmebehandlung wird das Me- 
dium fur eine bis zehn Minuten auf 40° bis 80° C er- 
5 warmt und anschlieftend abgekiihlt. Optimale Betriebs- 

parameter ergeben sich bei einer Erwarmung fiir eine 
bis zwei Minuten auf 70° C. Im Ergebnis wird durch 
diese Behandlung das Protein der Partikel biotischen 
Ursprungs denaturiert und dadurch der Brechungsindex 

10 geandert. GemaB der JP-A-04-304898 andert sich bei 

dieser Warmebehandlung die Gr65e der Partikel bioti- 
schen Ursprungs nicht wesentlich und kann daher nicht 
zur Dif f erenzierung zwischen Partikeln biotischen und 
abiotischen Ursprungs verwendet werden. Weiterhin 

15 nachteilig an diesem Verfahren ist, daft die Dauer der 

Messungen im 10 Minuten-Bereich und damit zwar ver- 
glichen mit den oben geschilderten Verfahren aus dem 
Stand der Technik relativ kurz ist. Dennoch verhin- 
dert die Erwarmungsdauer von ein bis zehn Minuten und 

20 die anschlie&ende Abkuhlung seinen Einsatz als echtes 

on-line-MeBverfahren. Aufgrund der immer noch langen 
Erwarmungsdauer lafct sich lediglich ein Batchverfah- 
ren realisieren. 

25 Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein Ver- 

fahren und eine Vorrichtung zur quantitativen und 
qualitativen on-line-Diff erenzierung von biotischen 
und abiotischn Partikeln in einem gasformigen Medium 
zu schaffen, das sehr kurze Reaktionszeiten fiir eine 

30 echte on-line-Messung, eine hohe Reproduzierbarkeit 

der MeSergebnisse auf weist und einen hohen Automati- 
sierungsgrad und eine einfache Handhabung ermoglicht. 



35 



Diese Aufgabe wird durch das Verfahren und die Vor- 
richtung nach dem Oberbegriff der Ansprliche l und 9 
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in Verbindung mit ihren kennzeichnenden Merkmalen 
gelost . 

Die Losung der erf indungsmaBen Aufgabe beruht auf 
einer gezielten Kombination der Bestimmung der Anzahl 
und GroBe der in einem Medium vorhandenen Partikel 
mit der Veranderung von Partikel biotischen Ursprungs 
durch eine sehr kurze Erhitzung auf hohe Temperatu- 
re^ die oberhalb von 100° c liegen. Aufgrund der 
hohen Temperaturen ergeben sich lediglich sehr kurze 
Erhitzungsdauern im Bereich von Sekundenbruchteilen 
bis wenigen Sekunden. Durch diese Erhitzung schrump- 
fen die Partikel biotischen Ursprungs, beispielsweise 
durch Wasserabgabe Oder auch mit geringerer Bedeutung 
Denaturierung der Proteine, und die GroBenverteilung 
der Partikel in dem Medium verandert sich erkennbar. 
Durch Auswertung dieser Veranderungen ist es moglich, 
den Anteil von Partikeln biotischen Ursprungs an der 
Gesamtpartikelbelastung des Mediums unmittelbar in- 
nerhalb von Sekunden zu bestimmen. 

Das erf indungsgemaBe Verfahren ist daher kontinuier- 
lich durchfiihrbar und voll echtzeitf ahig und stellt 
kein, wenn auch scheinbar kontinuierlich durchgefuhr- 
25 tes, Batchverfahren wie im Stand der Technik dar. Die 

Reaktionszeiten fur das Bedienpersonal auf Anderung 
in der Partikelzusammensetzung des Mediums werden 
drastisch verkiirzt und die Mefiergebnisse sehr repro- 
duzierbar. Auch der Wirkungsgrad der Erfassung der 
3 0 Luftkeime ist aufgrund der hohen eingesetzten Tempe- 

raturen sehr groB. 



10 



15 



35 



Das erf indungsgemaBe Verfahren und die mit wenigen 
Komponenten auskommende erf indungsgemaBe Vorrichtung 
ermoglichen einen modularen, kompakten Gerateauf bau, 
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eine hohe Geratesicherheit und daher geringe Anlagen- 
kosten sowie Betriebs- und Wartungskosten. Der Auto- 
matisierungsgrad dieser echt kontinuierlichen on-li- 
ne-Messung ist sehr groB und daher ist eine einfache 
Handhabung des Verfahrens auch durch nicht speziell 
ausgebildetes Personal moglich.. 

Die Erfindung ermoglicht ein schnelles Reagieren auf 
negative Veranderungen beziiglich der partikularen 
Kontamination biotischen Ursprungs innerhalb gasfbr- 
miger Medien, so daB eine effektive Produktionstiber- 
wachung und Qualitatssicherung moglich wird. Auch 
eine Dif f erenzierung der Kontaminationsart innerhalb 
der einzelnen Kontaminationsgruppen (biotischer Ur- 
sprung bzw. abiotischer Ursprung) ist rait diesem Ver- 
fahren moglich. Es ist unmittelbar einsichtig, daB 
aufgrund des unterschiedlichen Wassergehaltes der 
Partikel biotischen Ursprungs, beispielsweise Mi- 
kroorganismen mit hohem Wassergehalt bzw. pflanzliche 
Sporen mit extrem niedrigem Wassergehalt, die Tempe- 
ratur und die Dauer der Erhitzung der Probe geraafc den 
zu bestimmenden Partikeln angepaSt werden muB. Die 
genauen einzuhaltenden Bedingungen lassen sich jedoch 
durch eine einfache Versuchsreihe bestimmen. 

Vorteilhafte Weiterbildungen des erf indungsgemaBen 
Verfahrens sowie der erf indungsgemaBen Vorrichtung 
werden in den abhangigen Anspriichen gegeben. 

Eine besonders kurze Erhitzungsdauer sowie eine be- 
sonders starke Anderung der GroBe der Partikel bioti- 
schen Ursprungs ergeben sich bei Temperaturen ober- 
halb von 2 00° C oder besser noch 4 00° C besonders 
vorteilhaft oberhalb 450° C. Viele Partikel bioti- 
schen Ursprungs andern ihre GroBe erst bei einer Er- 
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hitzung fur wenige Sekunden auf Temperaturen oberhalb 
von 200 Oder 400° C. Derartige kurzzeitige Hochtempe- 
raturerhitzungen konnen durch Verwendung eines Rohr- 
chens mit geringem Durchmesser, beispielsweise eine 
- 5 Kapillare, als Erhitzungskammer erzielt werden. 

Zusatzlich zur Veranderung der GroBe der Partikel 
biotischen Ursprungs konnen auch Anderungen weiterer 
physikalischer Partikelparameter , beipsielsweise des 
Br echungs indexes oder der Oberf lachenstruktur der 
Partikel biotischen Ursprungs vor und nach der Erhit- 
zung bestimmt und zusatzlich zur Dif f erenzierung und 
Auswertung der MeBergebnisse herangezogen werden. Mit 
diesen Inf ormationen kann auch eine Dif f erenzierung 
innerhalb der Partikel biotischen Ursprungs weiter 
verbessert werden. Als MeBverfahren eignen sich hier 
insbesondere zur Bestimmung der GroBe der Partikel 
Streulichtverf ahren, wobei die Verwendung einer Mehr- 
winkelstreulichdetektion eine vollstandige Be- 
schreibung und hohere Sicherheit bei der Bestimmung 
dieser Eigenschaf ten ermoglicht. 

Die Erhitzung der Probe kann vorteilhaf terweise mit 
Hilfe eines Warmeubertragers beispielsweise durch 

2 5 Aufheizen des oben beschriebenen diinnen Rohres bzw. 

der oben beschriebenen diinnen Kapillare erfolgen. 

Im folgenden werden einige Beispiele fur das erfin- 
dungsgemaBe Verfahren und die erf indungsgemaBe Vor- 

3 0 richtung beschrieben. 

Fig. 1 zeigt die Dif f erenzierung der partiku- 
laren Kontaminationen in gasiformigen 
Medien, 



' 10 



15 



35 
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Fig. 2 zeigt die nach verschiedenen Richtli- 
nien einzuhaltenden Grenzwerte fiir 
partikulare Kontaminationen in gasfor- 
migen Medien, 

Fig, 3 zeigt den Aufbau einer erf indungsgema- 
Ben Vorrichtung sowie ihr MeBprinzip, 

Fig. 4 zeigt den Aufbau eines erf indungsgema- 
Ben Mehrwinkeldetektors, 

Fig. 5 zeigt MeBergebnisse vor und nach Er- 
hitzung nach dem erf indungsgemaBen 
Verfahren, 

Fig. 6 zeigt MeBergebnisse nach dem erf in- 
dungsgemaBen Verfahren, 



Fig. 7 zeigt weitere MeBergebnisse nach dem 
erf indungsgemaBen Verfahren, und 

Fig. 8 zeigt weitere MeBergebnisse nach dem 
erf indungsgemaBen Verfahren. 

Figuren 1 und 2 wurden bereits oben beschrieben und 
geben die biologischen Grundlagen der Partikeldif f e- 
renzierung sowie die gesetzlichen Grenzwerte fur Par- 
tikelkontaminationen in Luft wieder. 



Fig. 3 zeigt eine erf indungsgemaBa Vorrichtung, die 
zwei Streuwinkeldetektoren 1 und 2 sowie eine Erhit- 
zungskammer 3 zur Erhitzung der Probe aufweist. Die 
Probe, deren Konzentration an Partikeln biotischen 
Ursprungs gemessen werden soli, wird durch einen Ein- 
laB 4 in den ersten Streuwinkeldetektor 1 geleitet. 



WO 98/48259 



11 



PCT/EP98/02239 



Dort werden winkelabhangig erste Signale von physika- 
lischen Eigenschaf ten (wie z.B. GroBe, Brechung) der 
in dem Medium enthaltenen Partikel erzeugt. Anschlie- 
Bend wird das gasformige Medium in der Erhitzungskam- 
mer 3 erhitzt und anschlieBend in dem Streuwinkelde- 
tektor 2 erneut gemessen und weitere Signale 2 ausge- 
geben. Nach dieser Messung wird das gasformige Medium 
iiber den AuslaB 5 des Streuwinkeldetektors 2 aus der 
erf indungsgemaBen MeBvorrichtung ausgeblasen. Die 
beiden Diagramme in Fig. 3 zeigen die MeBsignale in 
Abhangigkeit von der Detektorspannung. Dies ent- 
spricht der GroBenverteilung der Partikel in der Pro- 
be, Fig. 3 zeigt nun, wie sich die GroBenverteilung 
durch die Erhitzung des Gases in der Erhitzungskammer 
3 verandert. Dabei stellen die beiden Diagramme die 
Signale der Streuwinkeldetektoren 1 und 2 unter ver- 
schiedenen Streuwinkeln dar. Damit wird zugleich ge- 
zeigt, daB das Signal sowie seine Veranderung selbst- 
verstandlich von dem Winkel, unter dem das Streulicht 
beobachtet wird, abhangt. Weiterhin hangt die Streu- 
ung selbstverstandlich auch von dem zur Erzeugung der 
von Streulicht auf das gasformige Medium eingestrahl- 
ten MeBlicht ab. 

Fig. 4 zeigt einen erf indungsgemafien Mehrwinkelstreu- 
lichtdetektor 1 mit einem GaseinlaB 4, einem Gasaus- 
laB 8 sowie drei Streulichteinzeldetektoren 10, 11 
und 12, die entlang des Umfangs einer MeBkammer 9 
angeordnet sind. Der erf indungsgemaBe Mehrwinkel- 
streulichdetektor 1 weist weiterhin eine Laserlicht- 
quelle 6 auf, die einen Laserstrahl 7 erzeugt. Der 
Laserstrahl 7 trif ft an einer MeBstelle 13 auf den 
vom EinlaB 4 zum AuslaB 8 stromenden Gasstrom und 
erzeugt dort Streulicht, das unter drei verschiedenen 
Winkeln, die durch Pfeile eingezeichnet sind, durch 
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die drei Detektoren 10, 11 und 12 erfaBt wird. Mit 
Hilfe dieser unterschiedlichen Detektionswinkel kon- 
nen parallel materialunabhangige (Beugung) und mate- 
rialabhangige (Brechung, Reflexion) physikalische 
Eigenschaf ten erfaBt werden. Durch die Verwendung 
eines derartigen Mehrwinkeldetektors, der gleichzei- 
tig das Streulichtsignal in mehreren unterschiedli- 
chen , fur die Erkennung einzelner physikalischer Ef- 
fekte geeigneten Winkeln aufnimmt, kann somit eine 
dif f erenzierte Aussage Uber die erzielten Veranderun- 
gen nicht nur der GroBe sondern beispielsweise auch 
der Formoberf lache oder des Brechungs indexes getrof- 
fen werden, Bei dem erf indungsgemaBen Verfahren 
spielt jedoch die durch eine Erhitzung erzeugte Ver- 
anderung der GroBe der Partikel die wesentliche Rol- 
le. 

Durch die Verwendung von zwei baugleichen Mehrwinkel- 
streulichtdetektoren zur Bestimmung der GroBe der 
20 Partikel vor bzw. nach einer Erhitzung auf hohe Tem- 

peraturen wird eine Dif f erenzmessung realisiert und 
die Unterscheidung von Kontaminationen biotischen und 
abiotischen Ursprungs ermoglicht. Das Ergebnis der 
Dif f erenzmessung ergibt eine Aussage iiber die jewei- 
25 lige Anzahl von Partikeln biotischen und abiotischen 

Ursprungs in der zu vermessenden Gasprobe. Dies fin- 
det seine Ursache darin, daB partikulare Kontamina- 
tionen abiotischen Ursprungs keine Abhangigkeit der 
GroBenverteilung von der Erhitzung zeigen. Daher sind 
30 Unterschiede der Messungen vor bzw, nach Erhitzung 

der Gasprobe ein MaB fur die Partikelkontaminationen 
biologischen Ursprungs und ermoglichen so die genaue 
Bestimmung der Anzahl Partikel biotischen Ursprungs 
in der Gasprobe und damit einen direkten RuckschluB 
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auf die Belastung des Mediums beispielsweise mit 
Luftkeimen. 

Fig* 5 zeigt modellhaft die Veranderung der Partikel- 
groflenverteilung durch eine Erhitzung einer Gasprobe 
auf 450° C fiir wenige Sekunden. Fig. 5A zeigt die 
Haufigkeit n an, mit der Partikel mit einem Durchmes- 
ser d in der nicht erhitzten Probe, d.h. in dem De- 
tektor 1 auftreten. Fig. 5B zeigt die entsprechende 
Hauf igkeitsverteilung der Partikelgroflen derselben 
Gasprobe in dem Detektor 2, d.h. nach Erhitzung des 
Probenvolumens. Fig. 5C zeigt die Differenz zwischen 
den beiden beschriebenen Hauf igkeitsverteilungen. Es 
ist leicht ersichtlich, da£ die Gro6e der Partikel 
biotischen Ursprungs durch die Erhitzung abgenommen 
hat, so da& der Anteil kleinerer Partikel zugenommen 
und der Anteil grofler Partikel abgenommen hat. Aus 
dieser Anderung lafct sich nun auf einfache Art und 
Weise auf die Gesamtzahl der Partikel biotischen Ur- 
sprungs in der ursprunglichen Luftprobe schlieBen. 

Fig. 6 zeigt die Abhangigkeit der GroBenanderung der 
Partikel biotischen Ursprungs von der Erhitzungstem- 
peratur. Fiir diese Messungen wurde eine Mischung aus 
Microcossus luteus und Latexpartikeln mit einem 
Durchmesser von 0,74 /xm mit einem Mischungsverhaltnis 
von 1 : 1 bei verschiedenen Temperaturen erhitzt. Das 
dargestellte Diagramm zeigt das Streulichtsignal un- 
ter einem Streuwinkel von 20° in Abhangigkeit von der 
Detektor spannung. Dies entspricht der oben geschil- 
derten Hauf igkeitsverteilung der PartikelgroBen. Es 
ist unmittelbar zu sehen, daJ3 lediglich bei einer 
Erhitzung uber 400° C die Grofce der Micrococcus lu~ 
teus-Organismen sich drastisch verringert. Erst bei 
diesen hohen Erhitzungstemperaturen nimmt der bei 
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einer geringen negativen Detektorspannung erfafcte 
grofivolumige Partikelanteil stark ab und es entsteht 
eine scharfe Hauf igkeitsspitze bei hohen Detektor- 
spannungen, d. h. bei kleinen PartikelgroBen. Diese 
bei hohen Temperaturen oberhalb 400° C auftretende 
Spitze entspricht den durch die Erhitzung in ihrer 
Grofce stark geschrumpf ten Micrococcus luteus-Mikroor- 
ganismen, wahrend die Latexpartikel durch die Erhit- 
zung keine Veranderung ihrer GroBe erfahren haben. 
Dieses Temperaturverhalten bestatigt auch, daB die 
Anderungen des Streulichtsignals im wesentlichen 
nicht Anderungen des Brechungs indexes aufgrund von 
Denaturierung der Proteine der Partikel biotischen 
Ursprungs widerspiegeln, da in diesem Falle bereits 
ab ca. 60 °C eine Signalanderung zu erwarten ware. 

Fig, 7 zeigt die Veranderung der GroBenverteilungen 
von Micrococcus luteus-Mikroorganismen durch Erhit- 
zung bei unterschiedlichen Temperaturen. Dabei ist 
Fig. 7A unter einem Streuwinkel von 20° , Fig. 7B un- 
ter einem Streuwinkel von 55° und Fig. 7C unter einem 
Streuwinkel von 90° aufgenommen. Es ist unmittelbar 
zu sehen, da3 die beobachteten Signalveranderungen 
von dem Beobachtungswinkel abhangen. Weiterhin ist 
jedoch alien drei Kurven 7A bis 7C zu entnehmen, da£ 
erst bei Temperaturen von liber 400° C eine merkliche 
Veranderung des Signals auftritt. Eine deutliche Ver- 
anderung des Signals, die sich fur eine Auswertung 
hervorragend eignet, tritt erst bei Temperaturen urn 
450° C auf. 

Fig. 8 zeigt ein weiteres Beispiel, bei dem das 
Streulichtsignal von Bazillus subtilis - Sporen un- 
ter einem Winkel von 20° nach Erhitzung auf ver- 
schiedene Temperaturen gemessen wurde. Obwohl Bazil- 
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lus subtilis-Sporen einen sehr geringen Wassergehalt 
haben, laBt sich bei einer Erhitzung auf 4 00° C Oder 
besser noch auf 4 50° C eine deutliche Anderung des 
Streulichtsignales, d. h. der GroBenverteilung der 
Partikel beobachten. 

Zusammenf assend laBt sich feststellen, dafl mit der 
vorliegenden Erfindung ein Verfahren und eine Vor- 
richtung zur Verfiigung gestellt wird, bei dem die 
Partikelkonzentration biotischen Ursprungs von der 
Partikelkonzentration abiotischen Ursprungs unter- 
schieden und die Belastungen gasformiger Medien durch 
Partikel biotischen Ursprungs sehr rasch, on-line und 
kontinuierlich bestimmt werden konnen. Dies beruht im 
wesentlichen auf der durch eine kurzzeitige Erhitzung 
auf sehr hohe Temperaturen verursachten GroBenande- 
rung der Partikel biotischen Ursprungs. 
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Patentansprliche 

Verfahren zur quantitativen und qualitativen on- 
line-Dif ferenzierung von biotischen und abioti- 
schen Partikeln in einem gasformigen Medium, 
dadurch geken. nzeichnet, 
daB in einer ersten MeBeinrichtung (1) die An- 
zahl und GroBe der in dem gasformigen Medium 
vorhandenen Partikel bestimmt, das gasformige 
Medium fur kurze Zeit auf Temperaturen oberhalb 
100° C erhitzt, in einer zweiten MeBeinrichtung 
(2) die Anzahl und GroBe der in dem erhitzten 
gasformigen Medium vorhandenen Partikel bestimmt 
und 

aus den Ergebnissen der ersten und der zweiten 
Bestimmung die Anzahl und/oder GroBe der bioti- 
schen und abiotischen in dem gasformigen Medium 
vorhandenen Partikel ermittelt werden. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB das Medium fur wenige Sekunden auf Tem- 
peraturen oberhalb 200° C erhitzt wird. 

Verfahren nach mindestens einem der vorhergehen- 
den Anspruche, dadurch gekennzeichnet , daB das 
Medium fiir wenige Sekunden auf Temperaturen 
oberhalb 400° C erhitzt wird. 

Verfahren nach mindestens einem der vorhergehen- 
den Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB auBer 
der GroBenverteilung zugleich weitere physikali- 
sche Partikelparameter, beispielsweise die Ver- 
teilung des Brechungsindexes der Partikel, be- 
stimmt werden. 



25 



3. 
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5. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehen- 
den Anspruche, dadurch gekennzeichnet , da/3 das 
Verfahren auf einen kontinuierlichen Strom gas- 
fdrmigen Mediums angewandt wird. 

5 

6. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehen- 
den Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daft zur 
Erhitzung das gasformige Medium durch ein dun- 
nes, erhitztes Rohrchen (3) oder Kapillare ge- 

10 leitet wird. 

7 . Verfahren nach mindestens einem der vorhergehen- 
den Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daft die 
Verteilung der Grofte und/oder des Brechungsinde- 

15 xes der Partikel in dem gasformigen Medium mit- 

tels eines Streulichtverf ahren bestimmt wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeich- 
net, daft unter mindestens zwei verschiedenen 

20 Winkel das von den Partikeln ausgehende Streu- 

licht (Mehrwinkeldetektion) erfaftt wird. 

9. Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens nach 
einem der vorhergehenden Anspruche, 

25 dadurch gekennzeichnet, 

daft ein erster und ein zweiter Streulichtparti- 
kelzahler (1, 2) mit je einem Einlaft (4) sowie 
einem Auslaft (5, 8) fur gasformige Medien sowie 
eine Erhitzungskammer (3) vorgesehen sind, wobei 

30 der Probenauslaft des ersten Streulichtpartikel- 

zahlers und der Probeneinlaft des zweiten Streu- 
lichtpartikel das gasformige Medium durch die 
Erhitzungskammer (3) leitend miteinander verbun- 
den sind. 
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10, Vorrichtung nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl die Streulichtpartikelzahler (1, 
2) Mehrwinkeldetektoren sind. 

5 11. Vorrichtung nach mindestens einem der Anspriiche 

9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, da£ die Erh- 
itzungskammer (3) ein diinnes Rohr mit einer Tem- 
peratur oberhalb 100° C aufweist. 

10 12 . Vorrichtung nach mindestens einem der Anspriiche 

9 bis 11, dadurch gekennzeichnet , da/i das Rohr 
eine Temperatur oberhalb 200° C aufweist. 

13. Vorrichtung nach mindestens einem der Anspriiche 
15 9 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daJ3 das Rohr 

eine Temperatur oberhalb 4 00° C aufweist. 

14 . Vorrichtung nach mindestens einem der Anspriiche 
9 bis 13, dadurch gekennzeichnet, da£ das Rohr 

20 eine Kapillare ist. 



15. 



Vorrichtung nach mindestens einem der Anspriiche 
9 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daJ3 an dem 
Rohr eine Warmequelle angeordnet ist. 



WO 98/48259 



PCT/EP98/02239 



1/10 





C 

o 



ro 





c 












CD 


CD 


C 


Ru 




0 


0 





CD 
C 






u 




00 

1 ■ mum 


Q_ 




on , 




L. / 







on = ±J 
O fD CD 



C 

o 
> 



cu 



o cu 
J2 E 

— on 



CU on 



u 



t 

on 
C 



o 



fo cu .2^ 



on 



- o 

-t— 1 

\ (3 



O CQ 



ra O u 

IE o_ d 



cu 



~. S 

r- 13 

3: a: 




c 

CD 

£ ~ 

on CD 

c E 

o ^ 

O D 



c 

CD 
<D 

•4— ' 

CD 



CU 





CD 








c 




cu 




CTi 




CU 




k_ 




CD 


CU 


on 


"c 


on 
O 






cD 


E 


X5 


ro 


cu 


_c 


> 


0 





cu 

c 

cu 

cn 

O 



cu 
c 
cu 

CD 
O 

cn 



ti -tf cu 



CL 



WO 98/48259 PCT/EP98/02239 

2/10 ^ 

Ll 



Maximal eriaubte 
Luftkeimzahl 
pro m 3 


V 




o 
o 

i 


o 
o 
in 


Partikelzahl pro m 3 

> 5 urn 


o 


o 


2.000 


20.000 


Maximal eriaubte 

> 0,5 urn 


3.500 


3.500 


350.000 


3.500.000 


Bemerkung 


laminare 
Luftstromung 


turbulente 
Luftstromung 


turbulente 
Luftstromung 


turbulente 
Luftstromung 


Reinheits- 
klasse 


< 


CO 


o 


o 



WO 98/48259 



3/10 



PCT/EP98/02239 





WO 98/48259 



PCT/EP98/02239 



4/10 




WO 98/48259 



PCT/EP98/02239 



5/10 



d[|jm] 

Fig. 5A 



+ A 




Fig. 5C 



A 




Fig. 5B 



WO 98/48259 



PCT/EP98/02239 



6/10 




WO 98/48259 



PCT/EP98/02239 



7/10 



CD CD CD CD 

_Q _Q -O JD 

C ' C C. C 

3 3 3 3 

6 6 6 6 

c c o o 



O O 
LO ID 
CM CO 



O O 
O LO 



< 

6} 
Ll 




o 
in 



o 
o 

CM 



o 

LO 
CO 



o 
o 

CO 



o 
to 

CO 



o 
o 



o 
in 



o 

c> 

ID 



}|a>jB!}nBH 



WO 98/48259 



8/10 



PCT/EP98/02239 



CD CD CD CD 

.O JD -O -O 

a a c o. 

3 3 D 3 

I I I I 

o o o o 

o o o o 

o o o o 

UO LO O LO 

CM CO ^ ^* 



CD 

Ll 




}ia>|6!inBH 



WO 98/48259 



PCT/EP98/02239 



9/10 



G) (D 0) CD 
-Q JO X3 

c c c c 

3 3 3 ZJ 

6 6 6 6 

c o o c 
O O O O 

in m o in 
c\j co ^ 

i 
i 



o 

Ll 




WO 98/48259 



10/10 



PCT/EP98/02239 




INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



'ernattonal Application No 

PCT/EP 98/02239 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 6 G01N15/02 



According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



8. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 6 G01N 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included In the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category 9 Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



US 4 670 137 A (KOSEKI YASUO ET AL) 2 
June 1987 

see column 2, line 53-68; figure 1 
see column 5, line 57 - column 6, line 3 
see column 6, line 42 - column 7, line 8; 
figure 7 

US 4 541 719 A ( WYATT PHILIP J) 17 
September 1985 

see column 9, line 59 - column 10, line 14 

US 4 605 535 A (DIMPFL WILLIAM L) 12 
August 1986 
see abstract 



1,9 



US 5 401 468 A (PATASHNICK HARVEY 
28 March 1995 
see abstract 



ET AL) 



1,9 



1,9 



1,9 



□ 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



Patent family members are listed in annex. 



0 Special categories of cited documents : 

"A" document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

"E" earlier document but published on or after the international 
filing date 

V document which may throw doubts on priority clalm(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O* document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

"P" document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



T N later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

"X" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an Inventive step when the document is taken alone 

'Y" document of particular relevance; the claimed invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

"&" document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 



7 September 1998 



Date of mailing of the International search report 



15/09/1998 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 581 8 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Authorized officer 



Zinngrebe, U 



Form PCT/lSA/21 0 (second sheet) (July 1 992) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

Information on patent family members 



ernatlonal Application No 

PCT/EP 98/02239 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



Patent family 
member(s) 



Publication 



lie 4670117 

UO HU# ui J / 


A 
n 


02-06- 
Uc UO 


•1 Q87 
1 70/ 


NONF 

liUiiC 






IK 4541719 

UO 404 1/ 17 


A 
M 




1703 


nF 


3377013 a 

OO/ / U lO r\ 


1 4-07-1 988 

14 U/ l7uO 










FP 


0102726 a 


14-0 V1984 

14 UO 17o4 


US 4605535 


A 
M 


K UO 


•1 986 

1 50U 


IK 

UO 


4486535 A 


04-1 9-1984 

U4 XL 1704 


US 540146ft 


A 
n 




•1 Q95 

I770 


IK 

UO 


5279970 A 
jc / 77 / u n 


18-01-1994 

AO Ul 17274 










IK 

UO 


5196170 A 

3 1 7U 1 / U r\ 


c-O UO 










IK 

UO 


51 10747 A 


05-05-1992 

UO UO 177b 










AT 


160217 T 


15-11-1997 

1 O 11 177/ 










OF 


69223160 D 


18-12-1997 

1 O 1 £ 177/ 










nF 


6Q223160 T 


U7 U4 1770 










FP 
cr 


0618166 A 


15-02-1995 
lO Ul 1770 










.IP 


750521ft T 


08-06-1995 

UO UU 1770 










UO 


9322654 A 


11-11-1993 










AT 


162625 T 


15-02-1998 










CA 


2089758 A,C 


14-05-1992 










DE 


69128794 D 


26-02-1998 










OE 


69128794 T 


10-06-1998 










EP 


0558628 A 


08-09-1993 










JP 


7058264 B 


21-06-1995 










WO 


9208968 A 


29-05-1992 



Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 1992) 



ENTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



srnationales Aktenzeichen 

PCT/EP 98/02239 



A. KLASSlFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 6 G01N15/02. 



Nach der Internationalen Patent Mass if ikatton (IPK) Oder nach der nationalen Klassifikatloh und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mlndestprufstoff (Klassifikationssystem und Klasslfikatlonssymboie ) 

IPK 6 G01N 



Recherchierte aber nicht zum Mlndestprufstoff geh6 re nde Verdffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konaultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtt. verwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Telle 



Betr. Anspruch Nr. 



US 4 670 137 A (KOSEKI YASUO ET AL) 2. 
Juni 1987 

siehe Spalte 2, Zeile 53-68; Abbildung 1 
slehe Spalte 5, Zeile 57 - Spalte 6, Zeile 
3 

slehe Spalte 6, Zeile 42 - Spalte 7, Zeile 
8; Abbildung 7 

US 4 541 719 A (WYATT PHILIP J) 17. 
September 1985 

slehe Spalte 9, Zeile 59 - Spalte 10, 
Zeile 14 

US 4 605 535 A (DIMPFL WILLIAM L) 12. 

August 1986 

slehe Zusammenfassung 

-/- 



1,9 



1,9 



1,9 



m 



Weitere Ver6ffentlichungen sind der Fortsetzung von Fetd C zu 
entnehmen 



Slehe An hang Patentfamilie 



0 Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentllchungen 
"A" Verfiffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik deflnlert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

"L" Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die aas Verdffentttchungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Verflftentlichung belegt warden «y, 
sou oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wfe 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbanjng, 

eine Benutzung. eine AussteKung oder andere MaGnahmen bezieht 

"P M Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 

dem beanspruchten Prtoritatadatum verdffentllcht worden ist * 



Spate re Veroffentlichung, die nach dem Internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentltcht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erf indung zugrundellegenden Prinzips Oder der ihr zugrundellegenden 
Theorie angegeben ist 

Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erf Indung 
kann aliein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erf Inderischer Tatlgkeit beruhend betrachtet werden 

Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erf Inderischer Tatlgkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mltelner oder mehreren anderen 
Verfiffentllchungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

Veroffentlichung, die Mltglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 



7. September 1998 



Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 



15/09/1998 



Name und Postanschrift der Internationalen RecherchenbehOrde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280HVRiiswi]k 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bedieneteter 



Zinngrebe, U 



Fotmbian PCT/1SA/210 (Blatt 2) (JuQ 1992) 



Seite 1 von 2 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



ernatlonales Aktenzeichen 

PCT/EP 98/02239 



C.(Fortseteung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* Bezeichnung der Veroffantlichung, soweit ertorderlich unter Angabe der In Betracht kommendert Telle Betr. Anspruch Nr. 



US 5 401 468 A (PATASHNICK HARVEY ET AL) 

28. Marz 1995 

siehe Zusammenfassung 



1,9 



Formblatl PCT/ISA/210 (Fortsettung von Blart 2) (Jull 1992) 



Selte 2 von 2 



INTERNATIONAL^ RECHERCHENBERICHT 

Angaben zu Veroffentiiunungen, die zur selbenPatentfamilie gehoren 



^ernatlonales Aktenzeichen 

PCT/EP 98/02239 



lm Recherchenbericht 


Datum der 




Mitglied(er) der 




Datum der 


angefiihrtes Patentdokument 


Verflffentlichung 




Patentfamilie 




VerOflenHictiung 


US 4670137 A 


02-06-1987 


KEINE 






||C ACAMIQ A 

uo 4o**i / j.y m 


i/ uy-iyoo 


DE 


3377013 A 


1/1 _A7— 1QQQ 

ii-u/— iyoo 






EP 


0102726 A 


1 A—l\1— 1 QQA 


Uo 40UD00D a 


1 9— HQ—1 OQA 


. US 


4486535 A 


o_ioq>i 

\JH~IC. l\JB t * 


UO D4Ul*tOO M 




US 


5279970 


A 


1Q_ni-10Q/l 
IB UJ ls!W 






US 


5196170 


A 


tJ Uo WW 






us 


5110747 


A 








AT 


160217 


T 


1C-1 1-1QQ7 

13 11 135/ 






DE 


69223160 


D 


1fl-1 9-1007 






DE 


69223160 


T 


AO-Ad-1 QQQ 
USTW 1SSB 






EP 


0638166 


A 








JP 


7505218 


T 


as-aa— i qqc 

Uo UO IjjO 






WO 


9322654 


A 


11—1 1—100") 






AT 


162625 


T 


1 £_A9— 1 QQQ 

i3~ut iyyo 






CA 


2089758 


A,C 


14-05-1992 






DE 


69128794 


D 


26-02-1998 






DE 


69128794 


T 


10-06-1998 






EP 


0558628 


A 


08-09-1993 






JP 


7058264 


B 


21-06-1995 






WO 


9208968 


A 


29-05-1992 



FoimMatt PCT/IS/V210 (Anhang Patentfamille)<Jull 1992) 



